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RESUMO

O Brasil concentra uma das maiores biodiversidades do planeta, com biomas
que apresentam espécies vegetais com um vasto potencial medicinal a ser explorado.
Meio ao Cerrado encontra-se o género Eugenia, cujos extratos das folhas sao ricos
em acidos fendlicos e flavonoides, com propriedades antioxidantes, anti-inflamataérias,
hipoglicemiantes,  anti-hipertensivas, antimutagénicas, anticancerigenas e
antibacterianas citadas na literatura. O presente estudo analisou as atividades
citotoxica e antimicrobiana in vifro do extrato hidroalcodlico bruto das folhas da
Eugenia involucrata DC. (Pitanga-do-cerrado). Relativo a atividade citotoxica,
constatou-se que o extrato hidroalcodlico das folhas de Eugenia involucrata DC.
apresenta efeito proliferativo em baixas doses (575 ug/mL) e citotoxico em doses
elevadas (9200 pug/mL). O isolado clinico de orofaringe de Staphylococcus aureus
mostrou-se sensivel a todos os volumes testados, com halo de inibicdo maximo de 20
mm, enquanto o isolado de urina de Proteus mirabilis demonstrou-se sensivel
somente as graduagdes de 100 e 200 pL do extrato, com halo de inibicdo maximo de
17 mm. Os resultados do teste de microdiluicdo indicaram atividade inibitéria fraca
contra Staphylococcus aureus isolado de mastite bovina, com CIM igual a 1000 pg/mL.
Logo, a auséncia de toxicidade e o potencial antimicrobiano observado corroboram
estudos posteriores in vitro e in vivo a fim de viabilizar a exploragao segura e racional

do potencial medicinal da Eugenia involucrata DC.

Palavras-chave: cerrado, Eugenia, toxicidade, antimicrobianos, etnofarmacologia.



ABSTRACT

Brazil contains some of the greatest biodiversity on the planet, with biomes
containing plant species with vast medicinal potential to be exploited. In the middle of
the Cerrado is the genus Eugenia, whose leaf extracts are rich in phenolic acids and
flavonoids, with antioxidant, anti-inflammatory, hypoglycemic, antihypertensive,
antimutagenic, anticancer and antibacterial properties cited in the literature. This study
analyzed the in vitro cytotoxic and antimicrobial activities of the crude hydroalcoholic
extract of the leaves of Eugenia involucrata DC. (Pitanga-do-cerrado). Regarding
cytotoxic activity, it was found that the hydroalcoholic extract of the leaves of Eugenia
involucrata DC. has a proliferative effect at low doses (575 ug/mL) and a cytotoxic
effect at high doses (9200 pg/mL). The clinical oropharyngeal isolate of
Staphylococcus aureus was sensitive to all the volumes tested, with a maximum
inhibition halo of 20 mm, while the urine isolate of Proteus mirabilis was sensitive only
to 100 and 200 uL graduations of the extract, with a maximum inhibition halo of 17 mm.
The results of the microdilution test indicated weak inhibitory activity against
Staphylococcus aureus isolated from bovine mastitis, with a MIC equal to 1000 ug/mL.
Therefore, the absence of toxicity and the antimicrobial potential observed corroborate
further in vitro and in vivo studies in order to enable the safe and rational exploitation

of the medicinal potential of Eugenia involucrata DC.

Keywords: Cerrado, Eugenia, toxicity, antimicrobial agents, ethnopharmacology.



1. INTRODUCAO

Desde os primordios, inumeras sociedades utilizam as plantas no tratamento,
cura e prevengao de doengas, sendo, portanto, uma pratica milenar (DUTRA et al.,
2024). Um exemplo disso é o uso do opio, derivado da papoula do 6pio (Papaver
somniferum), que data desde os tempos da Grécia Antiga (BROOK, BENNETT,
DESAI, 2017). A Papaver somniferum € composta por mais de 30 alcaloides, com
destaque para a morfina, largamente utilizada por seu potente efeito analgésico
(JUNIOR et al., 2005). Analogo a isso, cita-se o quimioterapico paclitaxel, um dos
taxanos sintetizados por espécies do género Taxus (Teixo) com amplas propriedades
anticancerigenas, sendo amplamente utilizado no tratamento de canceres de pulmao,
ovario e mama (SANTOYO-GARCIA et al., 2023). Assim, fica claro que sdo multiplas

as espécies com compostos secundarios de interesse a ciéncia.

Sob essa perspectiva, o género Eugenia comporta um terco das espécies
integrantes da familia Myrtaceae, com distribuigdo ampla nas Américas do Sul e
Central. Na medicina tradicional, as folhas de espécies do género Eugenia séo
utilizadas em infusdes e decocgdes para o tratamento de diarreia, verminoses, febre,
gota, reumatismo, hemorroida, influenza, amigdalite, tosse, hipertensdo e diabetes
(SOUZA, A. et. al., 2018; ARAUJO et al., 2020, 2021). Estudos in vitro e in vivo com
extratos das folhas de plantas do género demonstraram propriedades
antimutagénicas, anticancerigenas, antibacterianas, anti-Helicobacter pylori,
hipolipemiantes, hipoglicemiantes e anti-hipertensivas (ARAUJO et al., 2021; LIMA et
al., 2017; OLIVEIRA et al., 2023; SILVA et al., 2023; SOUZA et. al., 2018).

Isto posto, Justino et al. (2022) verificaram altas acbes antioxidante e
antiglicante no extrato etandlico das folhas de Eugenia dysenterica (cagaita), potencial
vinculado as altas concentracdes de polifendis na espécie, como a quercetina e a
catequina (THOMAZ et al., 2018). Da mesma forma, os extratos das folhas da Eugenia
pyriformis (Uvaia) sao reportados na literatura como ricos em compostos fendlicos e,
por consequéncia, com alta capacidade antioxidante (SILVA, G. et al., 2021; SOUZA
et al., 2020).

Nesse contexto, em 2017 a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) classificou

como prioridade cientifica a pesquisa e desenvolvimento de novos antimicrobianos
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contra patdogenos multirresistentes de alto risco, oriundos do uso indiscriminado de
agentes antibacterianos e responsaveis por milhdes de mortes no mundo (OMS, 2017;
POZZO et al., 2011; PORFIRIO et al., 2009). Assim, os fitoterapicos surgem como
uma fonte alternativa e complementar aos antimicrobianos comerciais, visto que
multiplos extratos vegetais apresentam principios ativos antimicrobianos e possuem
baixa toxicidade, além da alta disponibilidade de matéria-prima no Brasil (BATISTA et
al., 2024, CASTRO et al., 2018). Entre os microrganismos priorizados, cita-se as
cepas resistentes de Escherichia coli, Proteus mirabilis e Staphylococcus aureus, que
lideram as estatisticas globais de oObitos por resisténcia bacteriana (CHAKKOUR et
al., 2024, DOUA et al., 2023, MURRAY et al., 2022, CHEUNG; BAE; OTTO, 2021).

Meio a isso, a Eugenia involucrata DC. ou “Pitanga-do-cerrado”, anteriormente
nomeada de Eugenia calycina Cambess, € uma planta arbustiva endémica do
Cerrado, cujos arbustos atingem em média 1,5 m de altura e produzem frutos
vermelhos comestiveis de setembro a dezembro (SILVA et al., 2020, SOUZA et al.,
2014). Suas folhas sao ricas em acidos fendlicos e flavonoides, em especial acido
elagico, miricitrina e epicatequina galato (ARAUJO et al., 2020). Segundo a literatura,
a Eugenia involucrata DC. apresenta concentragdo de acido elagico até trés vezes
maior do que a encontrada na framboesa preta e na amora, também conhecidas por
seu alto potencial antioxidante (TEOFILO et al., 2022).

Ainda que o uso medicinal de plantas seja uma alternativa aos farmacos
tradicionais, os fitoterapicos apresentam propriedades fisico-quimicas capazes de
produzir efeitos téxicos conforme concentracdo, dosagem, frequéncia e via de
administracao (SILVA, M. et al., 2021). Dessa forma, a literatura cientifica carece de
estudos que explorem a toxicidade, o perfil fitoquimico e as atividades bioldgicas da
Eugenia involucrata DC. Conforme a ISO 10.993-5:2009 (ISO, 2009), a
biocompatibilidade pressupde que um material ndo cause danos ou efeitos adversos
significativos ao organismo humano e deve, a principio, ser testada in vitro com células
de mamiferos. Considerando seu potencial farmacolégico, o presente estudo visa
avaliar as atividades citotoxica e antimicrobiana in vitro do extrato hidroalcodlico bruto
das folhas da Eugenia involucrata DC. de modo prover base cientifica para estudos
posteriores in vivo e ensaios clinicos para viabilizar a exploragao segura e racional do

potencial medicinal desta espécie.



2. METODOLOGIA
2.1. Obtencao do material vegetal

As folhas da Eugenia involucrata DC. foram coletadas em Hidrolandia, Goias
(16°54°01,0°'S, 49°15°32,5"'W, 832 m). A espécie foi identificada pelo Prof. Dr. José
Realino de Paula da Universidade Federal de Goias (UFG) e a exsicata foi depositada
no Herbario da Universidade Estadual de Goias (UEG) sob o numero 15366. Os
estagios para o preparo do extrato hidroalcéolico ocorreram na UEG, Campus

Anapolis.
2.2. Preparo do extrato

O material vegetal foi desidratado a 40°C, pulverizado em moinho de facas e
armazenado ao abrigo de luz e umidade. A seguir, 50 g do p6 vegetal foi intumescido
em alcool 54% (p/p) por 24 h. Apds transferéncia para um percolador, o sistema ficou
em maceragao por trés dias e, em seguida, foi percolado em 750 mL de alcool 54%
(p/p) durante cinco dias. A solugdo obtida sofreu concentracdo através de

rotaevaporacgao a 40°C, 25 rpm e 80 bar.
2.3. Ensaio de citotoxicidade

Para avaliar a atividade citotoxica do extrato hidroalcodlico das folhas de
Eugenia involucrata DC. em células RAW 264.7 foi realizado o ensaio colorimétrico
do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolium]. A obtengédo das
células RAW 264.7 e a realizacao das etapas do estudo deu-se em colaboragdo com
o Laboratorio de Citocinase do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da
Universidade Federal de Goias. O MTT & um sal tetrazélico amarelo que é reduzido
por enzimas mitocondriais em células vivas, formando cristais de formazan insoluveis,
de cor purpura. Dessa forma, a quantidade de formazan gerado € proporcional ao

numero de células viaveis na cultura (MOSMANN, 1983).

Em microplacas de 96 pocgos foram adicionadas 5x10° células RAW 264.7 por
poco contendo 200 uL de meio RPMI-1640 suplementado (Sigma Chemical Co. St
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Louis, MO, EUA). Apods incubacéo de 24h em estufa de CO2 , seguiu-se a exposi¢cao
das células a cinco solucdes de diferentes concentragdes do extrato hidroalcodlico
bruto das folhas de Eugenia involucrata DC. (9200, 4600, 2300, 1150 e 575 ug/mL).
As amostras receberam 100 pL de solugéo e foram incubadas por 48h. O experimento
ocorreu em ftriplicata e, além da exposicdo ao extrato, preparou-se pogos-controle
contendo apenas células e meio suplementado. Os pogos contendo apenas meio

foram considerados como branco.

ApOs a exposicao, adicionou-se 100 pyL de solugcdo de MTT a 10% (5mg/mL)
em PBS, sucedido de um novo periodo de incubagéo de 2 horas ao abrigo de luz. A
seguir, foram acrescentados 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) nas amostras,
incluindo os pogos controles e brancos. A absorbancia foi mensurada em um
espectrofotometro leitor de placas de ELISA (Biolisa Reader, Bioclin, Belo Horizonte,
MG) com filtro simples de 550 nm. As porcentagens de células viaveis em cada foram
utilizados para o calculo da Concentragao Inibitéria Média (IC50), que consiste na

concentragdo necessaria para inibir 50% das células viaveis em cultura.
2.4. Atividade antimicrobiana

A avaliagdo da atividade antimicrobiana ocorreu por teste de difusdo em agar,
em triplicata. Os indculos de Escherichia coli e Proteus mirabilis foram isolados de
amostras de urina, enquanto os de Staphylococcus aureus foram obtidos a partir de
secrecdes da orofaringe de pacientes atendidos no Laboratério de Analises Clinicas

da Pontificia Universidade Catodlica de Goias (PUC Goias).

Os microrganismos gram-negativos (Escherichia coli, Proteus mirabilis e
Pseudomonas aeruginosa) e gram-positivo (Staphylococcus aureus e Streptococcus
spp.) foram, respectivamente, repicados em agar MacConkey (NewProv) e agar
Manitol-sal (Biocen do Brasil) e incubados em estufa bacterioldégica a 36°C £ 1°C
durante 24h. A suspensao bacteriana foi preparada com turvacédo equivalente a 0,5

na escala de MacFarland (108 UFC/mL) em solugao salina estéril de NaCl a 0,85%.

Em 1 mL de solugéo salina de NaCl a 0,85%, foi diluido 0,0459 g do material
vegetal em p6 das folhas da Eugenia involucrata. Com o auxilio de swabs estéreis, a
suspensao bacteriana foi semeada em placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton.

Em cada placa foram confeccionados trés pogos de 9 mm para deposi¢cédo de 50 pL,
8



100 pL e 200 pL do extrato. Sistemas de multidisco com antibiéticos comerciais foram
utilizados como controles positivos. As placas foram incubadas em estufa
bacteriolégica a temperatura de 36°C £ 1°C por 24 h e os resultados interpretados

conforme parémetros do Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (CLSI, 2016).
2.5. Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A técnica de microdiluicdo em caldo foi utilizada para determinar a
concentragao inibitéria minima (CIM), a menor concentragao de extrato capaz de inibir
por completo o crescimento bacteriano, em ftriplicata, conforme normas do CLSI.
Foram utilizadas cepas de Escherichia coli ATCC 25312, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27855, além de in6culos de Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. e

Escherichia coli isolados de mastite bovina pelo Laboratério de Microbiologia da UEG.

Os in6culos foram reativados em agar Muller Hinton a 37 °C durante 24h. A
suspensao bacteriana foi preparada em solucéo salina de NaCl 0,85%, com turvacgao
equivalente a 0,5 da escala de McFarland e adicionada em microplacas de 96 pogos.
O extrato foi solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO) a 5% e diluido em caldo Muller
Hinton em tubos estéreis com concentracbes decrescentes obtidas por diluicio
seriada (2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,2 yg/mL). Como controles negativo e
positivo, utilizou-se, respectivamente, DMSO 5% e cloranfenicol nas concentragdes
de 64, 32, 16, 8, 4 e 2 yg/mL. Além disso, realizou-se teste de hipoclorito de sédio a

6% como controle positivo, com adicdo de 50 pl da solugédo aos pocos.

As microplacas foram tampadas e incubadas a 37°C por 24h. Adicionou-se 25
ML de resazurina (10%) (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido) em cada pogo uma
hora antes do término da incubacao. O surgimento de cor azul e rosea avermelhada
foram consideradas, respectivamente, indicativo de inibicdo e auséncia de inibicdo do
crescimento bacteriano. A fim de confirmar a morte ou inatividade das bactérias, o
conteudo dos pogos que apresentaram cor azul foi semeado em agar Muller Hinton e
incubado a 37 °C. Apds 24 horas, o crescimento de colbnias indicou presenca de
bactérias ativas.



2.6. Determinacgao do indice de seletividade (IS)

Para determinagao do indice de seletividade (IS) do extrato hidroalcéolico, foi
estabelecida a relagao entre a citotoxicidade do extrato em macrofagos RAW 264.7 e
sua atividade antimicrobiana in vitro. O IS foi obtido pela razdo do IC50 do extrato e a
CIM de cada espécie bacteriana (CHAVASCO et al., 2014) (Equagéo 1).

Equacéo 1:

_1¢50
 CIM

2.7. Andlise estatistica

O software GraphPad Prism 10 foi utilizado para os calculos do percentual de
células viaveis, do IC50 e do desvio padréo, e para a elaboragao dos graficos. O
calculo de células viaveis (%), que determina o percentual de viabilidade das células
RAW 264.7 ap6s exposicao ao extrato, deu-se através da seguinte férmula, onde a
densidade ¢6ptica (DO) corresponde a média das leituras obtidas em

espectrofotobmetro (Equacéo 2).
Equacéo 2:

Variabilidade celular (%) = 22retados = PO branco 4o

DOcontroles — DObranco

3. RESULTADOS
3.1. Atividade citotoxica

Investigou-se o percentual de viabilidade celular na cultura de células RAW
264.7 quando expostas a distintas concentragdes do extrato hidroalcodlico bruto das
folhas da Eugenia involucrata DC. Apos 48h de incubagao, observou-se um padrao
de resposta dose-dependente nos macrofagos. Nas concentragées de 9200, 4600,
2300, 1150 e 575 pg/mL, respectivamente, as culturas de células RAW 264.7
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apresentaram cerca de 14%, 29%, 25%, 63% e 146% de células viaveis pos-

tratamento (Figura 1).
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Figura 1. Viabilidade celular (%) de células RAW 264.7 pés-tratamento de 48h com
extrato hidroalcodlico das folhas de Eugenia involucrata DC (as barras representam o

desvio-padrao da média).

Constatou-se um aumento da viabilidade celular na concentragcdo de 575
Mg/mL, a menor testada, com percentual de 146,51 £ 15,51% macrofagos viaveis em
relagao ao controle. Em contrapartida, as concentragdes = 2300 ug/mL resultaram em
significativa diminuigdo da viabilidade celular (Tabela 1). Tais resultados sugerem um
potencial bifasico do extrato, com efeito proliferativo em baixas doses e citotdéxico em
doses elevadas. O valor de IC50, isto €, a menor concentragao necessaria para inibir
50% das células viaveis em cultura, foi estimada em 1468,51 £ 143,34 ug/mL.

Tabela 1. Viabilidade celular (%) e desvio-padrao (DP) pés-tratamento de 48h de

macrofagos RAW 264.7 com extrato hidroalcoodlico das folhas de E. involucrata DC.

Concentragao do extrato (ug/mL) Viabilidade celular (%) £ DP
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Controle 100

575 146,51 + 15,51
1150 62,95 + 11,69
2300 24,79 £ 10,22
4600 29,14 £ 16,93
9200 14,47 + 11,75

3.2. Atividade antimicrobiana

Investigou-se a atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico das folhas da
E. involucrata DC. através do teste de difusdo em agar. Para o extrato vegetal, o
critério de sensibilidade deu-se pela observagédo do desenvolvimento de halo de
inibicdo. Para os controles, o critério interpretativo deu-se pela comparagao entre a
medida do didmetro do halo de inibicdo e o padréo internacional estabelecido pelo
CLSI. Os resultados do ensaio de suscetibilidade estdo sumarizados na Tabela 2.
Entre os isolados clinicos avaliados, as espécies Staphylococcus aureus e Proteus
mirabilis apresentaram sensibilidade ao extrato testado. O isolado de S. aureus
mostrou-se sensivel a todos os volumes do extrato, com halo de inibicdo maximo de
20 mm. Por outro lado, P. mirabilis demonstrou-se sensivel somente as graduagdes
de 100 e 200 uL do extrato das folhas de E. involucrata, com halo de inibicdo maximo

de 17 mm.

Tabela 2. Suscetibilidade das espécies bacterianas ao extrato das folhas de Eugenia

involucrata DC. e halos de inibigado (mm).

Staphylococcus o Escherichia
Volume do extrato Proteus mirabilis _
aureus coli
50 pL (S) 14 R R
100 pL (S) 17 (S)10 R
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200 pL (S) 20 (S) 17 R

R=resistente; (S)=sensivel.

A Tabela 3 descreve o perfil de resisténcia dos microrganismos a antibidticos
comerciais. Apesar da bactéria S. aureus ter apresentado o maior perfil de resisténcia
dentre os isolados clinicos no antibiograma, foi a espécie bacteriana com maior
sensibilidade ao extrato vegetal, o que fundamenta a investigacdo do potencial

antimicrobiano do extrato das folhas de E. involucrata.

Tabela 3. Suscetibilidade das espécies bacterianas aos antibidticos comerciais

Microrganismos Resistente Sensivel

Staphylococcus aureus AMP, AZI, ERI, OXA, CFO, CIP, CLI, CLO,

PEN GEN, LNZ, RIF, SUT,
TET, VAN
Proteus mirabilis TET®@ AMC, AMI, AMP, ATM,

CAZ, CFO, CFZ, CIP,
CLO, CPM, CRO, GEN,
MPM, SUT

Escherichia coli AMC, AMP, CLO AMI, ATM, CAZ, CFO,
CFz, CIP, CPM, CRO,
GEN, MPM, SUT, TET

AMC=amoxicilina 30 upg, AMIl=amicacina 30 pg, AMP=ampicilina 10 ug,
ATM=aztreonam 30 pjg, AZl=azitromicina 15 ug, CAZ=ceftazidima 30 ug,
CFO=cefoxitina 30 pg, CFZ=cefazolina 30 pug, CIP=ciprofloxacina 5 ug,
CLI=clindamicina 2 ug, CLO=cloranfenicol 30 pung, CPM=cefepime 30 pg,
CRO=ceftriaxona 30 pg, ERI=eritromicina 15 pg, GEN=gentamicina 10 pg,
LNZ=linezolida 30 ug, MPM=meropenem 10 pg, OXA=oxacilina 1 ug, PEN=penicilina
10 g, RIF=rifampicina 5 ug, SUT=sulfazotrim 25 ug, TET=tetraciclina 30 ug,
VAN=vancomicina 30 ug.

@Resisténcia intrinseca.
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3.3. Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima e indice de Seletividade

Os resultados da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e do indice de
Seletividade (IS) do extrato para as espécies testadas estao representados na Tabela
4. Segundo Holetz et al. (2002), para extratos de plantas pode-se considerar: boa
atividade antimicrobiana para CIM < 100 ug/ml; atividade moderada para CIM maior
que 100 e < 500 ug/ml; atividade fraca para CIM maior que 500 e < 1000 ug/ml; e
extrato inativo para CIM maior que 1000 ug/ml. Desta forma, observou-se que o
extrato apresentou atividade inibitoria fraca contra a cepa de Staphylococcus aureus

isolada de mastite bovina. O extrato mostrou-se inativo aos demais inéculos.

Tabela 4. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e indice de Seletividade (IS) do

extrato hidroalcodlico bruto das folhas de Eugenia involucrata DC.

Inéculos CIM (ug/mL) anﬁr:i\i/ci:(rj(?t?iima IS
Escherichia coli ATCC 25312 2000 Inativa 073
'I:\_T%ugc;/;?é)ggs aeruginosa 2000 Inativa 0.73
Escherichia coli Mastite 2000 Inativa 0,73
Staphylococcus aureus Mastite 1000 Fraca 1,47

2000 Inativa 0,73

Streptococcus spp. Mastite

4. DISCUSSAO
4.1. Atividade citotoxica

A analise da viabilidade celular por meio do ensaio de MTT permitiu avaliar o
efeito citotoxico do extrato hidroalcodlico bruto das folhas de Eugenia involucrata DC.
sobre a linhagem de macréfagos murinos RAW 264.7. Observou-se um

comportamento dose-dependente, com efeito antiproliferativo em altas doses e efeito
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proliferativo em baixas doses. Concentragbes = 2300 upg/mL resultaram em
significativa diminuigao da viabilidade celular, enquanto o tratamento com o extrato a
575 ug/mL promoveu um aumento expressivo na proliferagao celular. Esse perfil de
resposta pode estar associado a presenga de compostos com propriedades
antioxidantes e imunomoduladoras nas folhas da espécie, como o acido elagico, a

miricitrina e a epicatequina galato (ARAUJO et al., 2020)

Nesse contexto, o valor de IC50 estimado foi de 1468,51 + 143,34 ug/mL.
Segundo o Instituto Nacional de Cancer dos Estados Unidos da América: extratos
vegetais brutos com valores de IC50 < 20 pg/mL sdo considerados altamente
citotoxicos; valores maiores que 20 e < 200 uyg/mL indicam citotoxicidade moderada;
valores maiores que 200 e < 500 ug/mL baixa citotoxicidade; e acima de 500 uyg/mL,
auséncia de atividade citotdéxica significativa (ANYWAR et al., 2022). Portanto,
conforme o IC50 averiguado, o extrato hidroalcodlico das folhas de Eugenia

involucrata DC. caracteriza-se como atoéxico.

Apesar de a literatura cientifica carecer de dados quanto a citotoxicidade da
espécie em foco, ha multiplos estudos sobre o efeito citotdoxico de outras espécies do
género Eugenia. Isto posto, Correa-Royero et al. (2010) investigaram o efeito do
extrato hidroetandlico das folhas de Eugenia uniflora, coletadas na Colémbia, em
células Vero ATCC CCL-81. Apos exposicdo de 48 h ao extrato, os autores
identificaram um 1C50 de 117,4 £ 11,9 ug/mL, sugerindo citotoxicidade moderada.
Analogo a isso, Santos et al. (2012) observaram 8% de toxicidade celular em
macrofagos murinos J774 expostos ao extrato das folhas de E. uniflora, coletadas no
nordeste brasileiro. Apds 24 h de tratamento, estimou-se um IC50 de 62,76 ug/mL, o

qgue indicou uma citotoxicidade moderada na linhagem celular em analise.

Sob essa perspectiva, Famuyide et al. (2019a) testaram a atividade citotoxica
de extratos acetbnicos brutos de espécies africanas do género Eugenia em
fibroblastos Vero ATCC CCL-81. A espécie de maior efeito toxico foi a Eugenia
natalitia com IC50 de 38 * 0.01 pg/mL, apresentando, portanto, citotoxicidade
moderada. Os extratos das espécies Eugenia erythrophylla, Eugenia woodii, Eugenia
untamvunensis e Eugenia zeyheri classificaram-se como pouco téxicos (200 < IC50 <
500 pg/mL) ou atéxicos (IC50 > 500 ug/mL), sendo a espécie Eugenia zeyheri a que
apresentou o maior IC50, estimado em 1140 £ 0.17 pg/mL.
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Logo, o potencial citotoxico é influenciado por multiplas variaveis, como o local
de coleta e a metodologia de preparo do extrato. Por consequéncia, em vista do perfil
atoxico da espécie em estudo, bem como sua vasta aplicacédo na medicina popular,
tais resultados corroboram estudos posteriores quanto aos potenciais biolégicos e a

composicao fitoquimica do extrato das folhas da Eugenia involucrata DC.
4.2. Atividade antimicrobiana

As espécies do género Eugenia estao distribuidas por todo o territério
brasileiro, somando aproximadamente 400 variedades. Tal género se destaca no
Brasil tanto por seu amplo potencial econémico quanto pelo farmacoldgico,
especialmente relacionado ao tratamento de infecgbdes bacterianas (ZANUSSO et al.,
2023). O teste de difusdo em agar realizado neste estudo demonstrou que S. aureus
se apresentou sensivel a todos os volumes do extrato hidroalcodlico das folhas de
Eugenia involucrata DC, com halo de inibigdo maximo de 20mm, enquanto P. mirabilis
apresentou sensibilidade apenas as graduagdes de 100 e 200 uL, cujo halo de inibigao
atingiu até 17mm. A E. coli se mostrou resistente a todas as graduagdes do extrato

testadas.

Estudos anteriores observaram que os halos de inibicdo para S. aureus apos
tratamento com os extratos etandlico e metandlico das folhas de E. pyriformis
Cambess e E. uniflora L. foram, respectivamente, 12 mm e entre 8-11 mm
(CHAVASCO et al. 2014; SOUZA et al. 2004). Também foi demonstrado que extrato
etandlico das folhas da Eugenia jambolana inibiram o crescimento de cepas de S.
aureus resistente a meticilina (MRSA), com halos de inibicdo que variaram entre
14mm e 18mm, enquanto o extrato etandlico das folhas da Eugenia uniflora nao
apresentou atividade antibacteriana contra tais cepas (COUTINHO et al., 2010).
Extratos de plantas de outros géneros demonstraram menor atividade antimicrobiana
contra cepas de S. aureus, como € o caso da Myrciaria cauliflora, cujo extrato das
cascas das frutas apresentou halos de inibicdo que variaram de 2mm a 10mm
(OLIVEIRA et al., 2024).

Outro exemplo do potencial antimicrobiano das plantas do género Eugenia se
da pelos extratos da Eugenia aromatica, que apresentaram halos de inibicdo que

variaram de 15 a 23mm contra cepas de Klebsiella pneumoniae, além de variagcbes
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de 14mm a 21mm contra espécies de Streptococcus (MOUNIKA et al., 2020). Com
relacéo as cepas de E. coli, estudos mostraram que extratos etandlicos das folhas das
espécies E. uniflora L. e E. pyriformis apresentaram halos de inibicao entre 11 e 16
mm (BERNARDO et al., 2015; CHAVASCO et al., 2014; FIUZA et al., 2008). Por outro
lado, o extrato metandlico bruto das folhas e os extratos das cascas da E. uniflora L.
se mostraram ineficazes contra cepas de bactérias desta espécie, que demonstraram
resisténcia (BITTENCOURT et al., 2021; SOUZA et al., 2004).

Portanto, conclui-se que o extrato das folhas de E. involucrata possui potencial
antimicrobiano para os isolados clinicos de Staphylococcus aureus e Proteus mirabilis,
cabendo estudos in vitro e in vivo posteriores com diferentes concentracdes, volumes

e cepas.
4.3. Determinagio da Concentragao Inibitéria Minima e indice de Seletividade

Constatada a suscetibilidade dos isolados clinicos ao extrato hidroalcoodlico
bruto das folhas de Eugenia involucrata DC., foi avaliada sua atividade antimicrobiana
quantitativa através da determinagdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) de
cepas bacterianas de relevancia clinica. Os resultados indicaram que o extrato
apresentou atividade inibitéria fraca apenas contra Staphylococcus aureus isolado de
mastite bovina, com CIM igual a 1000 pg/mL. Para as demais cepas testadas,
incluindo Escherichia coli (ATCC e isolado clinico), Pseudomonas aeruginosa e
Streptococcus spp., a CIM foi de 2000 ug/mL, sendo, portanto, classificada como
inativa conforme os critérios propostos por Holetz et al. (2002), que estabelecem como

limiar para atividade significativa a CIM < 1000 ug/mL.

Estes dados corroboram parcialmente os achados de Ferreira et al. (2014), que
também reportaram CIM de 2000 ug/mL para o extrato hidroetandlico de E. involucrata
DC. frente a cepas de E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, o que sugeriu um padrao de
baixa eficacia antimicrobiana pelos compostos das folhas da espécie. Por outro lado,
estudos realizados por Toledo et al. (2023) apontaram valores mais elevados de CIM
do extrato hidroalcodlico das folhas de E. involucrata DC. para as cepas E. coli ATCC
25922 e P. aeruginosa ATCC 27853, ambas com CIM de 12,5 mg/mL. Os autores
também observaram baixo efeito antimicrobiano frente outras bactérias gram-

negativas, como Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis, reforgando a hipétese de
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que o extrato possui agao limitada sobre microrganismos gram-negativos. Tais
discrepancias podem ser atribuidas as variagdes fitoquimicas do extrato conforme a
metodologia de extracdo, tempo de incubacgado, parte da planta utilizada e origem

geografica do material botanico.

Ha compostos presentes em plantas nativas capazes de retardar o crescimento
de bactérias e fungos, de modo que seu uso associado a antibiéticos convencionais
pode melhorar ainda mais sua eficacia (SOUZA et al., 2018). A E. uniflora, por
exemplo, apresenta um efeito sinérgico quando associada a amicacina, gentamicina,
neomicina e tobramicina, uma vez que nessas condi¢cbes ha reducdo em sua CIM

contra cepas de Staphylococcus aureus (COUTINHO et al., 2010).

Comparativamente, outras espécies do género Eugenia demonstraram maior
potencial antimicrobiano. Estudos com extratos aceténicos das folhas de E.
erythrophylla, E. natalitia, E. woodii e E. zeyheri revelaram CIMs significativamente
inferiores, variando de 80 a 310 pg/mL contra Staphylococcus aureus e P. aeruginosa
(FAMUYIDE et al., 2019a), configurando atividade antimicrobiana forte a moderada.
Outro exemplo do potencial antimicrobiano do género Eugenia se da pelo extrato
etandlico das folhas de E. pyriformis Cambess, que expressa um bom potencial de
inibicdo para a cepa P. mirabilis ATCC 25922, com CIM de 50 pg/mL (CHAVASCO et
al., 2014). Estes dados indicam que o perfil bioativo de espécies do mesmo género
pode variar substancialmente, e destacam a importancia da triagem fitoquimica e da

padronizagéo metodoldgica no estudo de novos antimicrobianos vegetais.

No que diz respeito a seguranca terapéutica do extrato, € fundamental
considerar o Indice de Seletividade (IS), que é calculado pela razdo entre a
concentragao inibitéria de 50% da viabilidade celular (IC50) e a concentragao inibitéria
minima (CIM). Um valor de IS = 1 indica que o extrato € mais téxico para a bactéria
do que para as células de mamiferos, sendo, portanto, desejavel para o
desenvolvimento de fitoterapicos seguros (FAMUYIDE et al., 2019a). No presente
estudo, apenas o extrato testado contra Staphylococcus aureus isolado de mastite
bovina apresentou IS superior a 1 (IS = 1,47), sendo os demais valores iguais a 0,73,
o que sugere risco de citotoxicidade as células de mamiferos testadas em

concentracdes proximas as necessarias para atividade antimicrobiana.
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Nesse contexto, o IS de 1,47 frente a S. aureus pode indicar uma janela
terapéutica promissora, embora limitada, sobretudo quando comparado aos indices
de seletividade mais elevados encontrados em outras espécies do género Eugenia.
Famuyide et al. (2019a) relataram indices de seletividade médios de 7,90 e 8,27 para
os extratos de E. untamvunensis e E. zeyheri, reforgando que, além da poténcia
antimicrobiana, a seletividade deve ser um critério determinante na avaliacdo da
viabilidade clinica de um extrato vegetal. Sob essa perspectiva, a aplicagéo
terapéutica do extrato de E. involucrata DC., ao menos na forma bruta e na dosagem
avaliada, ainda se mostra restrita, embora merega aprofundamento em estudos de

fracionamento e sinergismo com antibidticos convencionais.

Com relacdo aos Oleos essenciais, o O6leo microencapsulado da E.
caryophyllata apresentou uma MIC de 90pl/ml contra cepas ATCC 43300 de S.
aureus, apresentando portanto uma boa atividade antimicrobiana (CARVALHO et al,
2025). Ja o dleo essencial proveniente das folhas da E. brasiliensis possui atividade
inibitéria satisfatéria contra cepas de S. aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa (MAGINA et al., 2012).

Outro exemplo da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais das plantas do
género Eugenia se da através de nanoemulsdes preparadas a partir do 6leo da E.
uniflora, que apresenta efeitos inibitorios suficientes contra bactérias Gram-positivas,
como Staphylococcus aureus, Gram-negativas, como Klebsiella pneumoniae e
Acinetobacter baumannii, além de cepas de Candida albicans e Candida Krusei
(SANTOS et al., 2025). Contudo, deve-se destacar que analises da atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais sado dificultadas por sua complexidade quimica,
volatilidade e insolubilidade, de modo que fatores como a densidade do inéculo, a
técnica utilizada e o emulsificador adotado devem ser levados em consideragao
(NASCIMENTO et al., 2007).

Dentre as espécies do género Eugenia, a E. uniflora parece ser a mais
estudada, enquanto que com relacao aos extratos, destaca-se que os mais explorados
pelas pesquisas sao o hidroetandlico, o metandlico e o aquoso (ZANUSSO et al.,
2023). Isso demonstra que sao necessarios estudos que explorem outras espécies do
género, como a E. calycina, por exemplo, e que englobem a utilizacdo de outros

extratos, a exemplo do hidroalcodlico.
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Por fim, é valido destacar que os resultados obtidos podem ter implicagdes nao
apenas para a medicina humana, mas também para a medicina veterinaria,
especialmente no contexto de mastites bovinas. Barbosa et al. (2025) defendem que
bioinsumos de origem vegetal, como os extratos de Eugenia dysenterica, tém
potencial para substituir ou complementar antibiéticos no tratamento de infecgbes em
animais de produgao, contribuindo para a reducado da resisténcia antimicrobiana.
Ferreira et al. (2023) observaram a reducéao da CIM de bactérias multirresistentes de
origem clinica humana entre 51,2% a 100% quando expostas ao tratamento in vitro
simultdneo com antibioticos comerciais e extratos vegetais. Portanto, mesmo extratos
com atividade moderada ou fraca, como o de E. involucrata DC., podem ser uteis,
desde que aplicados em estratégias terapéuticas combinadas ou em formulagbes

topicas com segurancga validada.

Faz-se necessario destacar que este estudo in vitro apresenta limitagdes, como
a quantidade e a origem veterinaria de algumas cepas bacterianas utilizadas, além da
investigacdo do potencial antimicrobiano de apenas uma concentragdo do extrato.
Destaca-se a necessidade de utilizagdo de cepas padronizadas (ATCC), bem como
cepas de origem clinica humana, além da analise de outras concentragdes do extrato,

para que seu potencial antimicrobiano seja largamente explorado.

Logo, ainda que tenha sido observada atividade antimicrobiana promissora
para cepas de Staphylococcus aureus, sao necessarios estudos do perfil fitoquimico,
a fim de identificar os metabdlitos secundarios responsaveis por este potencial
biolégico e explorar aqueles com maior potencial antimicrobiano e menor toxicidade
celular, o que pode ser feito a partir do fracionamento do extrato. A investigacao de
atividades sinérgicas entre o extrato vegetal em doses comprovadas seguras e
antibiéticos comerciais in vitro e in vivo pode contribuir para sua aplicagdo na medicina
formal. Desse modo, estaria-se viabilizando a exploracdo consciente do potencial
antimicrobiano da espécie por meio do resgate, fortalecimento e aprimoramento de

conhecimentos populares cultivados na medicina tradicional.

5. CONCLUSAO

Em suma, o extrato das folhas da Eugenia involucrata DC. demonstrou auséncia de

toxicidade e potencial proliferativo em baixas concentragdes. Ademais, foi observada
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atividade inibitdria fraca contra Staphylococcus aureus e indice de Seletividade seguro
para células de mamiferos. Logo, conclui-se que o extrato apresentou perfil promissor
e deve ser melhor investigado quanto ao seu perfil fitoquimico e atividade

antimicrobiana.
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